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(57) Abstract 

The invention relates to a method for producing addressed 
ligand matrixes on a support. According to the inventive method, 
an element such as a reservoir (1) that is filled with a ligand and 
comprising an electrode (3) is used to deposit and electrochernically 
fix the ligand on a conducting support (7). The ligand can be 
an oligonucleotide or a peptide and fixing can occur by means 
of electrocopolymerisation of said oligonucleotide or peptide or a 
polypeptide containing a pyrrole group in 5* with pyrrole. 

(57) Abrege 

L* invention concerne un proc6de* de fabrication de matrices 
de ligands adresses sur un support Selon ce procdde, on utilise 
un 616ment tel qu'un re*servoir (1) rempli de ligand et comportant 
une electrode (3) pour ddposer et fixer electrochimiquement le 
ligand sur le support conducteur (7). Le ligand peut 8tre un 
oligonucleotide ou un peptide et la fixation peut etre obtenue par 
dlectrocopolymerisation de cet oligonucleotide ou peptide portant 
un groupe pyrrole en 5* avec du pyrrole. 
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PROCEDE DE FABRICATION DE MATRICES DE LIGANDS ADRESSES 

SUR UN SUPPORT. 



DESCRIPTION 



Dona ine technique 

5 La presente invention a pour objet un 

precede de fabrication de matrices de ligands adresses 
sur un support. 

Les ligands peuvent etre des produits 
naturels ou synthetiques ayant une activite biologique 

10 ou une affinite pour des molecules biologiques ou 
autres, par exemple des peptides, des oligonucleotides, 
des recepteurs ou d' autres molecules d'interet 
biologique . Des matrices de ce type peuvent trouver de 
nombreuses applications, notamment pour la detection et 

15 1 ' identification de constituants dans des echantillons 
biologiques ainsi que pour le criblage de bibliotheques 
de molecules. De telles matrices peuvent etre en 
particulier des matrices de sondes oligonucleotidiques . 

20 Etat de la technique anterieure 

Depuis quelques annees, on a developpe 
plusieurs procedes de fabrications de matrices de ce 
type. Ainsi, on connait trois methodologies dans 
lesquelles on realise l'adressage soit par voie 
25 photochimique, soit par voie mecanique, soit par voie 
electrochimique . 
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Dans le document Fodor S. et al, Science, 
1991, 251, pages 767-773 [1] , on a decrit un proc^de de 
realisation d'une matrice d' oligonucleotides par 
adressage photochimique . Selon ce precede, on part d'un 
5 support fonctionnalise par des groupes fonctionnels 
prot£g£s par des groupes protecteurs photolabiles , on 
elimine ensuite ces groupes protecteurs, par 
irradiation a travers un masque, sur les sites qui 
devront etre couples aux molecules d'int^ret 

10 biologique, puis on realise le couplage de ces 
molecules sur les groupes fonctionnels deproteges . 

Ce mode d' adressage photochimique presente 
1 ' inconvenient de n^cessiter un grand nombre de masques 
differents pour realiser 1' ensemble des operations de 

15 couplage . 

Les documents : Khrapko K. R. et al, DNA 
Sequence -I. DNA Sequencing and Mapping, 1991, volume 1, 
pages 375 a 388 [2] et GB-A-2 319 838 [3] decrivent un 
procede de fabrication de matrices par adressage 

20 mecanique. Dans le document [2], on utilise un support 
revetu d'un gel de polyacryl amide que l'on active en 
substituant certains groupes amide par des groupes 
hydrazide* On fixe ensuite les oligonucleotides actives 
sous forme d' aldehydes sur les groupes hydrazide en 

25 utilisant la technique de micropipetage de solutions 
d' oligonucleotides sur les sites sur lesquels ils 
devront etre couples . 

Dans le cas du document [3], on part d'un 
support fonctionnalise par des groupes r6actifs que 

30 l'on couple a des molecules biologiques identiques. 
Ensuite, on decoupe le support en plages individuelles 
correspondant chacune au couplage d'une molecule et on 
assemble ensuite sur une plaquette plusieurs plages 
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comportant des molecules differentes aux emplacements 
voulus . 

L'emploi de ces techniques d'adressage 
mtcanique presente 1 ' inconvenient de necessiter 
5 1'apport de la molecule k fixer directement sur le site 
a adresser. De ce fait, les dimensions du site ne 
peuvent §tre inferieures & celles de la goutte de 
rtactif distribute. Par ailleurs, le processus 
ntcessite deux phases qui sont respect ivement , une 

10 phase de distribution, puis une phase' d'attachement 
covalent. De plus le support doit §tre modifie de telle 
sorte qu'une liaison covalente puisse §tre creee entre 
le support et la molecule k fixer. 

Les documents : Livache T . et al, 

15 Nucleic Acids Res., 1994, 22, 15, pages 2915-2921 [4] 
et WO-A-94/22889 [5] dtcrivent des techniques 
d'adressages electrochimiques pour la fabrication de 
matrices de produits biologiques . 

Dans ce cas, on part d'un support 

2 0 comportant plusieurs electrodes et on utilise ces 
electrodes pour fixer les molecules biologiques par 
voie tlectrochimique. Dans ce but, on plonge le support 
muni de ses electrodes dans une solution contenant la 
molecule a fixer, et par activation des electrodes 

25 voulues, on les recouvre de la molecule par voie 
electrochimique. De ce fait, les depots de molecules ne 
peuvent §tre realises que de fagon successive. Par 
ailleurs, il est necessaire d'utiliser un support 
portant des electrodes adressables individuellement , 

30 done des systemes complexes eventuellement multiplexes. 

La presente invention a precisement pour 
objet un procede de fabrication de matrices de produits 
biologiques sur un support, qui pallie les 
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inconvenients des proc^des precites et qui permet de 
plus de realiser l'adressage et la fixation de la 
molecule biologique en une seule etape, sans necessiter 
vine f onctionnalisation pr^alable du support. 

5 Expose de 1' invention 

A cet effet, 1' invention propose un procede 
de fabrication d'une matrice comprenant au mo ins un 
ligand fixe par voie elect rochimique sur un support 
conducteur ou sur des zones conduc trices d'un support, 

10 dans lequel on utilise au moins un element capable de 
distribuer le(s) ligand (s) coupl^(s) k un monom^re 
61ectropolymerisable, comme electrode pour realiser une 
synthase electriquement assistee d'un polym&re porteur 
du (des) ligand (s) sur le support conducteur ou sur les 

15 zones conductrices du support. 

Selon 1' invention, on utilise done comme 
electrode un Element capable de distribuer le(s) 
ligand (s) . Cet element peut etre constitue d'un 
reservoir contenant le ligand couple au monom^re 

20 electropolym^risable et comportant une par tie 
conductrice, ou s implement etre forme d'une electrode 
en forme de fil ou d' aiguille qui, apres immersion dans 
un recipient contenant le ligand a fixer coupl£ au 
monom&re electropolymerisable, est chargee par 

2 5 capillarity de ce ligand. 

En utilisant selon 1' invention une 
Electrode formee par un tel element, on peut mettre en 
contact le ligand avec le support conducteur ou les 
zones conductrices du support, puis le fixer 

30 directement sur le support conducteur (ou la zone 
conductrice) par activation electrochimique, par 
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exemple en creant une difference de potentiel ou en 
g6n<§rant un courant entre le support conducteur (ou la 
zone conduc trice) et 1' element jouant le role 
d' Electrode. 

Ainsi, on realise en une seule etape la 
distribution et la fixation du ligand sur le support. 

Selon un premier mode de realisation de 
1' invention, ledit element comprend un reservoir rempli 
du ligand et comportant un embout de distribution 
isolant, et au moins une electrode disposee dans ledit 
reservoir, ledit embout etant en contact direct avec le 
support conducteur ou au moins une zone conductrice du 
support, lors de 1' operation de fixation. 

L ' embout peut §tre en particulier un tube 
15 capillaire que l'on pose directement sur la surface 
conductrice . 

Selon un second mode de realisation de 
1' invention, ledit element comprend un reservoir rempli 
de ligand et comportant un embout de distribution 
conducteur, le contact entre 1' embout conducteur et le 
support conducteur ou au moins une zone conductrice du 
support etant assure par 1 ' intermediaire d'une goutte 
de ligand sortant de 1' embout, lors de 1' operation de 
fixation. 

Dans ce cas, 1* embout conducteur ne sera 
pas en contact avec le support conducteur ou la zone 
conductrice. Comme pr<§cedemment 1' embout conducteur 
peut §tre constitue par un tube capillaire. 

Selon un troisi&me mode de realisation de 
30 1' invention, ledit element est constitue par une 
Electrode en forme de fil ou d'aiguille, chargee 
exterieurement de ligand couple au monomere 
electropolymerisable, le contact entre 1' electrode et 
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le support conducteur ou une zone conductrice du 
support etant assurE, lors de 1' operation de fixation, 
par 1 ' intermediaire d'une goutte de ligand retenue par 
1' electrode. 

5 Dans les differents modes de realisation 

dEcrits ci-dessus, le reservoir contient generalement 
une solution du ligand k fixer et du (des) reactif(s) 
Eventuellement nEcessaires pour assurer la fixation du 
ligand par voie Electrochimique. 

10 Selon 1' invention, on assure en particulier 

la fixation Electrochimique du ligand en le couplant a 
un monomEre electropolymerisable . Dans ce cas> la 
solution peut comprendre le ligand couple au monomere 
electropolymerisable, le monomere Electropolymerisable 

15 et Eventuellement un agent dopant. 

Le monomere electropolymerisable peut Etre 
en particulier un de ceux dEcrits par Emr, S. et 
Yacynych, A. Electroanalysis , 1995, 7, pp. 913-323 [7]. 
lis peuvent appartenir a deux categories, ceux 

20 conduisant ^ des polymEres conducteurs tels que le 
pyrrole, 1' aniline, le thiophene ... et leurs derives 
et ceux conduisant a des polymeres isolants tels que 
des dErivEs du phEnol ou du benzene. 

Dans ce cas, on obtient la fixation du 

25 ligand par ElectrocopolymErisation du monomere et du 
ligand couple au monomere. 

L»e ligand peut etre par exemple un 
oligonuclEotide, un nucleotide, un acide aminE ou un 
peptide. 

30 Un tel procede de fixation Electrochimique 

est dEcrit dans le document [5], dans le cas ou le 
ligand est un oligonuclEotide ou un nucleotide. 
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Dans ce dernier cas, apres avoir realise 
cette fixation, on peut allonger la cbaine de 
1' oligonucleotide ou du nucleotide fixe en mettant en 
oeuvre les procEdEs de synthese classique 
5 d' oligonucleotides par couplage successif des 
nucleotides voulus, mais en realisant une deprotection 
electrochimique du dernier nucleotide fixe. 

Dans le cas des peptides, on peut utiliser 
la meme technique pour allonger la chaine du peptide 
10 par couplage des acides amines voulus. 

L' utilisation des electrodes decrites ci- 
dessus pour rEaliser le depot et la fixation par voie 
Electrochimique d'un ligand, prEsente les avantages 
suivants . 

15 - La procedure de depot et de fixation est 

rEalisEe en seule Etape et elle est trEs rapide. 

- Cette technique est facile & mettre en oeuvre 
car elle utilise simplement une technique de depot 
mecanique, k titre d'exemple par deplacement a 1 ' aide 

20 d'une micropipette, mais en la couplant aux 
possibilites de resolution spatiale de 1 ' Electrochimie . 

- Cette technique permet de realiser plusieurs 
depdts en mode parallEle. 

Par ailleurs, ce procede ne ndcessite pas 
25 l'emploi de supports modifies ou portant des Electrodes 
adressables individuellement . 

Dans le cas d'un support en mater iau 
conducteur, celui-ci peut etre realise totalement en 
materiau conducteur de 1 ' electricite ou §tre constitue 
30 d'un materiau isolant recouvert d'une couche de 
matEriau conducteur . 

Les matEriaux conducteurs utilisables 
peuvent etre de divers types, il peut s'agir entre 
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autres de metaux tels que l'or, 1' argent et le platine, 
d ' oxydes conduct eurs tels que 1 ' oxyde d ' indium et 
d'Etain (ITO) , de carbone ou de polymeres organiques 
conduct eurs . 

5 Dans le cas ou le support comprend des 

zones conductrices, celles-ci peuvent etre realisees 
dans les materiaux conducteurs citEs prEcEdemment et 
disposees sur un support isolant. 

Le support isolant peut etre par exemple 
en verre, en silicium ou en matiere plastique. On peut 
aussi utiliser un support en matEriau conducteur dont 
les zones conductrices sont delimitees par depot, d'un 
materiau isolant A la surface du matdriau conducteur. 

Selon 1' invention, les zones conductrices 
peuvent etre interconnectees electriquement , ou 
adressables Electriquement, individuelleraent ou par 
groupe, pour pouvoir §tre activees sEparEment. 

Le procede de 1 ' invention peut etre mis en 
oeuvre" de fagon & fixer des ligands identiques ou 
differents sur des sites conducteurs differents du 
support . 

Dans ce cas, on peut realiser une fixation 
simultanee ou successive des ligands identiques ou 
differents en utilisant plusieurs elements distribuant 
respectivement des ligands identiques ou differents. 
Dans ce cas, au mo ins deux des elements peuvent etre 
reunis pour former une tete d' impression. 

Selon une variante de realisation de 
1' invention, on realise une fixation successive d'au 
mo ins deux ligands differents sur des sites differents 
du support en utilisant un seul element mais en 
changeant au moins une fois le ligand distribue par cet 
Element . 
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Dans tous les modes de realisation d6crits 
ci-dessus, 1 ' avantage principal reside dans le precede 
de distribution-couplage du ligand, qui permet la 
fabrication de supports portant des molecules adress^es 
5 de fagon extremement rapide. 

L' invention a encore pour objet un 
dispositif de fabrication d'une matrice de ligands sur 
un support conducteur ou sur des zones conductrices 
d'un support, comprenant : 
10 - au moins un moyen de distribution d'un 

ligand muni d'une partie conductrice, 

- des raoyens pour connecter d'une part, le 
support conducteur ou les zones conductrices du support 
et, d' autre part, la partie conductrice du moyen de 

15 distribution & un g^nerateur electrique, et 

- des moyens pour disposer et/ou d£placer 
le support et/ou le(s) moyen (s) de distribution, l'un 
par rapport a 1' autre, et les mettre en contact de 
fagon a realiser plusieurs depots de ligands sur le 

20 support en des emplacements diff brents. 

Selon 1' invention, le moyen de distribution 
peut comprendre un reservoir con tenant le ligand et au 
moins une electrode dispos^e dans ledit reservoir et 
constituant la partie conductrice dudit moyen, 

25 Selon une disposition particuliere, le 

dispositif comprend plusieurs moyens de distribution de 
ligands assembles sous forme de tete d' impression. 

Selon une variante de realisation, le 
dispositif de fabrication d'une matrice de ligands sur 

30 un support conducteur ou sur des zones conductrices 
d'un support, comprend : 
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- une electrode sous forme de fil ou 
d' aiguille apte a etre chargee exterieurement dudit 
ligand, 

- des moyens pour connecter d'une part, le 
support conducteur ou les zones conductrices du support 
et, d' autre part, 1' electrode k un generateur 
electrique, et 

- des moyens pour disposer et/ou deplacer 
le support et/ou 1' electrode, 1'iin par rapport a 
1' autre, de fagon a realiser plusieurs depots de 
ligands sur le support en des emplacements diff&rents. 

D'autres caract^ristiques et avantages de 
1' invention apparaitront mieux & la lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu £t titre 
illustratif et non limitatif , en reference aux dessins 
annexes . 

Breve description des dessins 

La figure 1 represente schematiquement un 
element comportant un reservoir de distribution d'un 
ligand et au moins une electrode pour fixer le ligand 
sur un support conducteur. 

La figure 2 represente un element analogue 
a celui de la figure 1 pour realiser la fixation d'un 
ligand sur un support conducteur muni de zones 
conductrices interconnect6es electriquement . 

La figure 3 represente a une echelle 
agrandie l'embout du reservoir de distribution de la 
figure 1, pour rdaliser la fixation du ligand sur un 
support comportant des zones conductrices multiplexees . 

Les figures 4A et 4B illustrent les etapes 
necessaires pour realiser la fixation d'un ligand sur 
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un support conducteur en utilisant une electrode sous 
forme de fil. 

La figure 5 represente un element de 
distribution, muni d'une entree et d'une sortie de 
fluide pour assurer son remplissage et sa vidange, 
entre deux operations de fixation de ligands 
diff^rents. 

La figure 6 represente schematiquement une 
tete d' impression comportant plusieurs reservoirs de 
distribution de ligands identiques ou diff brents . 

Expose detaille des modes de realisation 

Sur la figure 1, on a represente le premier 
mode de realisation de 1' invention dans lequel on 
utilise comme electrode un element comprenant un 
reservoir 1 rempli du ligand k fixer et comportant un 
embout de distribution la. A 1 ' interieur du reservoir 
1 sont disposees une contre-electrode 3 r^alisee par 
exemple en platine ou en or, et une electrode de 
reference 5 . 

Le reservoir peut contenir un volume 
reactionnel suffisant pour assurer un certain nombre de 
depdts, pouvant aller, par exemple jusqu'a un millier. 

Dans ce premier mode de realisation 
represente sur la figure 1, on utilise un support 
conducteur 7 qui peut comport er un subs tr at en verre 
recouvert d'une couche d'or. 

Sur cette figure, on a represente les 
depots 9 effectues avec un tel reservoir en deplagant 
par exemple le support selon les directions x et y 
entre deux depots. Dans le cas ou 1' embout la du 
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reservoir, ayant par exemple la forme d'un tube 
capillaire, est realise en matdriau isolant, celui-ci 
peut etre pose sur le support conducteur 7 et par 
creation d'une difference de potentiel ou de courant 
entre la surface conductrice 7 et la contre-61ectrode 
3, on peut obtenir les depots 9 qui sont fixes sur la 
surface conductrice 7 par impulsion electrique. Dans ce 
cas, la dimension des depots 9 est fix6e par les 
dimensions de 1' interface reservoir/support situee dans 
les lignes du champ electrique entre 1' electrode et la 
surface conductrice. Cette interface doit £tre la plus 
petite possible pour reduire la dimension du depot 
obtenu . 

Le reservoir de la figure 1 peut aussi 

15 comporter un embout la en materiau conducteur. Dans ce 
cas, on realise la fixation du ligand present dans le 
reservoir en assurant le contact entre la surface 
conductrice 7 et 1' electrode formee par 1' embout la par 
1 ' intermediaire d'une goutte sortant de 1' embout la. 

20 Dans ce cas les dimensions des dep6ts seront egalement 
regimes par 1 ' interface entre le liquide et la surface 
conductrice situee dans des lignes du champ electrique. 

On peut ameliorer la resolution des depdts 
9 en utilisant, comme represent^ sur la figure 2, un 

25 support forme de zones conductrices interconnectees. 
Sur la figure 2, on a repris les m£mes references que 
sur la figure 1 pour designer le reservoir 1 muni de 
son embout la, d'une electrode de reference 5 et d'une 
contre-£lectrode 3. Dans ce cas, le support est 

30 const itud par un support isolant 11 muni de zones 
conductrices 13, isol6es les unes des autres mais 
interconnectees 61ectriquement . Ces zones conductrices 
peuvent etre realisees en or sur un substrat en verre 
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ou silicium, par exemple. Dans ce cas, on obtient les 
depots 9 en distribuant au-dessus des zones 
conductrices le ligand, mais seules les zones 
conductrices en contact avec le ligand pourront etre 
5 recouvertes. de celui-ci. Ainsi, les dimensions des 
ddpdts sont r<§gl6es par les dimensions des zones 
conductrices 13 . 

Dans ce cas, le support conducteur utilise 
ne comporte en realite qu'une seule electrode ; cela 

10 simplifie enormement sa fabrication et les* couts 
obtenus peuvent etre trfes bas puisque de simples 
feuilles de mati&re plastique recouvertes par un 
materiau conducteur peuvent etre utilisees. 

L ' utilisation d'un r^seau de zones 

15 conductrices permet de r£duire la taille des dep6ts 9, 
mais pas d' augment er la densite de la ma trice. En 
effet, cette densite depend directement de la dimension 
de 1' interface entre l'embout capillaire la et le 
support et elle est limitee par les dimensions de 

20 l'embout. 

On peut toutefois augmenter la densite de 
la matrice en utilisant un support comportant des zones 
conductrices formant des electrodes multiplexes , comme 
represent 6 sur la figure 3 . 

25 Sur cette figure 3, on a illustre l'embout 

la du reservoir 1 des figures 1 et 2 a une echelle 
agrandie et une partie d'un support conducteur isolant 
11 muni de zones conductrices 13 qui sont relives 
separement & des moyens d' application d'un potent iel ou 

30 de courant pour £tre activees separement. Dans ce cas, 
les dimensions des d^pdts seront determinees par les 
dimensions des zones conductrices 13 activees, comme il 
apparait dans le cas de la figure 3. Les autres zones 
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conductrices qui sont en contact avec le ligand ne 
pourront conduire a une fixation de ce dernier 
puisqu'elles ne sont pas electroactivees . De cette 
fagon, on peut atteindre simultanement une haute 
5 resolution dimensionnelle et une forte densite de 
matrigage . 

Sur les figures 4A et 4B, on a represent^ 
un autre mode de realisation de 1 ' invention dans lequel 
1' 616ment capable de distribuer le ligand est constitue 

10 par une electrode en forme de fil 15. 

Dans ce cas, on peut utiliser un support 
conducteur 7 comme repr^sente sur la figure 4A. Pour 
realiser le depdt du ligand, 1' Electrode 

15 est tout d'abord plongee dans un recipient 

15 17 contenant le ligand & fixer et elle retient ainsi 
une goutte 19 de ce ligand. On am&ne ensuite 
1' electrode comportant la goutte 19 de ligand au dessus 
du support conducteur 7, comme represent^ sur la figure 
4B en realisant le contact electrique par 

20 1 ' intermediaire de la goutte 19. En appliquant une 
impulsion electrique entre 1' electrode 15 et le support 
conducteur 7, on assure la formation de d£p6ts 9 du 
ligand. 

Apr£s cette operation, on rince 1' electrode 
25 15 dans un bac de ringage 21 pour qu'elle puisse servir 
a nouveau pour la realisation d'un autre depdt 9, soit 
avec le meme ligand, soit avec un autre ligand. 

Lorsqu'on utilise ce type d' electrode, la 
resolution des depots peut §tre moins bonne mais dans 
30 ce cas la facilite de ringage de 1' electrode 15 est un 
avantage determinant . 

Le procede de 1 ' invention est tr&s 
interessant car il permet d'une part d'utiliser un tr&s 
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petit volume de milieu react ionnel done d'economiser 
les molecules d'interet biologique a coupler. Par 
ailleurs, on peut regler les dimensions des d6p6ts 
effectues sur le support alors que dans le cas des 
5 methodes d'adressage mecanique impliquant des methodes 
d' activation chimique classiques, la dimension des 
d6p6ts ne pouvait etre infer ieure a 50, voire 100 ym. 

Selon 1' invention, on peut tr&s facilement 
reduire la dimension des depots, non pas en diminuant 

10 la taille de la goutte, ce qui est difficile a realiser 
en pratique, mais en reduisant la surface de la zone 
electroactivable. En effet, la resolution des depots 
est optimisee par le fait que, seule, 1' interface 
dlectrode/support situee dans les lignes du champ 

15 electrique est activable ; c ' est-ci-dire que si une 
goutte d^borde k 1'exterieur de cette zone, son contenu 
ne sera pas fixe sur la surface conductrice. 

Ainsi, si le diam^tre de 1 ' interface entre 
les embouts la et le support conducteur est de 200 yuri, 

20 et qu'on utilise une zone conductrice ne mesurant que 
10 )im de cote, seule cette zone conductrice pourra dtre 
recouverte de molecules d'interet biologique. 

Selon 1' invention, on peut realiser sur un 
support des depots 9 en ligands diffdrents. Ceci peut 

25 etre obtenu en fixant successivement au moins deux 
ligands differents sur des sites differents du support 
a partir d'un seul element en changeant le ligand 
distribue par cet element. Dans ce cas, les dep6ts 
peuvent §tre effectues successivement, soit en 

30 changeant le contenu du reservoir 1 des elements 
representes sur les figures 1 et 2, soit en utilisant 
1' Electrode de la figure 4 que 1'on plonge dans des 
r^actifs differents. On peut aussi utiliser un 



WO 00/47317 



PCT/FR00/00289 



16 

reservoir fixe muni de moyens d' introduction et 
d' Evacuation de ligand, c'est-a-dire comportant un 
systdme fluidique d' entree et de sortie du ligand pour 
changer le contenu du reservoir sans ddplacer celui-ci. 
5 La figure 5 illustre un tel mode de 

realisation du reservoir 1 muni d'une entree lb et 
d'une sortie 1c de liquide. 

Bien entendu, on peut aussi utiliser pour 
realiser des depots 9 de ligands identiques ou 
10 differents, plusieurs elements tels que ceux 
reprdsentes sur les figures 1 et 4. Ces elements 
peuvent etre eventuellement assembles pour former une 
tete d' impression comme repr£sente sur la figure 6. 

Sur cette figure 6, on voit que la t§te 
15 d' impression comprend un premier reservoir Rl rempli 
d'un ligand PI, un second reservoir R2 rempli du ligand 
P2 et un troisieme reservoir R3 rempli du ligand P3 . 
Avec une t§te multiple de ce type, on peut effectuer 
sur la surface conductrice 7, trois dep6ts simultanes 
9 realises respectivement en les ligands PI, P2 et P3 . 

On precise que les depots peuvent etre 
realises sous atmosphere inerte ou dans un milieu 
liquide electrochimiquement neutre et, si possible, non 
miscible au milieu reactionnel contenu dans le 
reservoir . 

Apres la phase de d6p6t, le support peut 
§tre rince et utilise de fagon classique. 

Les exemples suivants illustrent la 
realisation de matrices d' oligonucleotides ou de 
peptides, a partir d' oligonucleotides ou de peptide 
portant un groupement pyrrole que 1'on fixe sur un 
support conducteur en les copolymerisant par voie 
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electrochimique avec du pyrrole, selon le procede 



Exemple 1 

1 - Fabrication de supports portant des 
oligonucleotides . 

Les supports conducteurs utilises sont des 
plaques de verre recouvertes d'une couche de chrome 
(pour 1' adhesion) et d'une couche continue de 0,5 um 
d'or. Cette couche est reliee a la sortie. « Electrode 
de travail » d'un potentiostat EGG 283. 

Deux oligonucleotides differents portant un 
groupement pyrrole en 5' sont copolym£ris6s sur ces 
supports . Leurs sequences sont les suivantes : 

pyrM5 : 5' pyr(T)i 0 GGAGCTGCTGGCGT 3' 
pyrCP : 5' pyr(T)i 0 GCCTTGACGATACAGC 3' 

lis ont et£ synthetises par la methode 
decrite par Livache et al dans [5] . 

Pour la fixation de ces oligonucleotides 
sur le support, on utilise un milieu reactionnel 
comprenant 0 , 1M de LiCl04, 20 mM de pyrrole et 1 uM 
d' oligonucleotide portant un groupe pyrrole en 5 ' . 

Cette solution est introduite dans un 
reservoir en polypropylene de forme conique qui 
contient une contre-^lectrode de platine (CE) connectee 
au potentiostat. Ce reservoir est facilement rempli par 
une micropipette d'un volume pouvant varier de 50 k 
lOOOul de milieu reactionnel. L'extr^mite de ce cone a 
un diametre d' environ 0,8 mm. Des cones plus fins ou 
plus . gros permettent d'utiliser d'autres volumes de 
reactif . 



decrit dans le document [5] : WO-A-94/22889 
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L'extrdmite du c6ne est plac£e au contact 
de la surface conductrice et le copolym&re est fabrique 
par voltam£trie cyclique (de -0,35 & +0,85V/CE k la 
vitesse de lOOmV/s) . La charge enregistree permet de 
5 determiner 1'epaisseur du polym&re forme. Apres la 
formation de ce premier d«§p6t, le cone est vide, rince 
puis rempli par un nouveau milieu r£actionnel contenant 
un autre oligonucleotide. La plaque conductrice est 
deplacee (table x/y/z) et la m§me operation de 

10 copolymerisation est menee sur une autre plage de la 
surface conductrice permettant la fabrication d'un 
depdt portant une autre sequence oligonucleotidique . 

On prepare de cette fagon deux matrices 
comportant uniquement des oligonucleotides pyrM5 et 

15 deux matrices comportant uniquement des 

oligonucleotides pyrCP. 

On verifie que les matrices 

d' oligonucleotides ainsi obtenues prdsentent les 
propri^tes voulues pour detecter les oligonucleotides 

20 complementaires par hybridation. 

2 - Hybridation des oligonucleotides et 

detection. 

Les oligonucleotides complementaires testes sont 
25 les suivants : 

- M5 complementaires biotinyle : M5 compbio ; 

- CP complementaire biotinyle : CPcompbio. 

L' hybridation des oligonucleotides 

complementaires se deroule dans un tampon PBS (Sigma) 
30 contenant 0,5 M de NaCl, 100 ug/ml d'ADN de sperme de 
saumon (Sigma), 10 mM d'EDTA et 10 nM d' oligonucleotide 
biotinyle complementaire. L' hybridation est conduite a 
45 °C dans un volume de 20 pi durant 15 min. Un ringage 
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rapide au PBS/NaCl est alors realise. La detection des 
hybrides est alors r^alisee apres incubation dans une 
solution de PBS/NaCl contenant 0,1 irtg/ml de R 
phycoerythrine (Molecular Probe) . La fluorescence est 
5 d6tect6e par une camera refroidie (Haitiamatsu) montde 
sur un microscope a 6pif luorescence . Les resultats sont 
exprimes en niveaux de gris . 

On observe un spot de polypyrrole d' environ 
0,8 mm de diametre dont 1' intensity de fluorescence est 
10 reportee ci-dessous : 

- oligonucleotide sur support pyrMS hybride avec M5com P bio : 1 10 

- oligonucleotide sur support pyrM5 hybride avec CPcomp bio : 5 

- oligonucleotide sur support pyrCP hybride avec M5com P bio : 7 

- oligonucleotide sur support pyrCP hybride avec CPcomp bio : 84 

15 On observe ainsi une bonne specificite 

d' hybridation et un rapport signal/bruit 61eve. 

Example 2 

On suit le meme mode op6ratoire que dans 
20 l'exemple - 1, pour preparer des matrices 

d' oligonucleotides pyrMS et pyrCP mais en utilisant 
comme support conduct eur un support en matiere 
plastigue recouvert d'oxyde d'indium et d'etain (ITO) . 

Les resultats obtenus avec ces matrices 
25 pour la detection des oligonucleotides complement aires 
biotinyles sont les suivants : 

- oligonucleotide sur support pyrMS hybride avec MScomp bio : 95 

- oligonucleotide sur support pyrMS hybride avec CPcomp bio : 5 

- oligonucleotide sur support pyrCP hybride avec M5com P bio : 7 
30 - oligonucleotide sur support pyrCP hybride avec CPcomp bio : 105 



Exemple 3 
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Dans cet exemple, on suit le meme mode 
operatoire que dans 1' exemple 1 pour preparer une 
matrice d' oligonucleotides pyrM5 sur un support en or 
supporte par du verre, mais on utilise, comme contre- 
eiectrode, un fil de platine charge du milieu 
reactionnel au lieu du reservoir muni interieurement 
d'une electrode de platine. 

Comme represents sur la figure 4A, le fil 
de platine 15 est charge du milieu reactionnel par 
trempage dans un reservoir 17 contenant ce milieu. Le 
fil portant la goutte 19 est ensuite approche du 
support jusqu'au contact avec la goutte. L ' impulsion 
electrochimique est alors realisee. Le fil est releve 
puis rince dans l'eau. Les autres depdts sont assures 
de la meme fagon. On obtient ainsi des depots d' environ 
1 mm de diam^tre et une fluorescence intense est 
observable lorsqu'on utilise la matrice pour realiser 
1' hybridation de 1 ' oligonucleotide complement aire . Les 
resultats obtenus sont les suivants : 

- oligonucleotide sur support pyrM5 hybride avec M5com P bio : 400 

- oligonucleotide sur support pyrM5 hybride avec CPcomp bio : 10 

Exemple 4 

De la mdme fagon, des peptides peuvent dtre 
deposes. Des pyrroles -peptides sont synthetises selon 
la procedure decrite par T. Livache et al, Biosensors 
and Bioelectronics 13, (1998) 629-634 [6]. lis sont 
deposes selon la procedure habituelle (example 1) . Les 
deux peptides ACTH (18-39) et ACTH (11-24) sont ensuite 
detectes par respectivement les anticorps biotinyies 
Mab (34-39) et Mab (18-24). 
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Les resultats de fluorescence apr^s 

incubation avec la s t rep tavi dine phycoerythrine sont 
les suivants : 



Peptide ACTH 


18 


-39 


avec 


Mab 


34 


-39 


640 


Peptide ACTH 


18 


-39 


avec 


Mab 


18 


-24 


510 


Peptide ACTH 


11- 


-24 


avec 


Mab 


34 


-39 


10 


Peptide ACTH 


11- 


-24 


avec 


Mab 


18- 


-24 


470 
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REVINDICATIONS 

1. Procdde de fabrication d'une matrice 
comprenant au mo ins un ligand fix£ par voie 

5 61ectrochimique sur un support conducteur ou sur des 
zones conductrices d'un support, dans lequel on utilise 
au moins tin 61dment capable de distribuer le(s) 
ligand(s) couple (s) a un monomere electropolymerisable 
comme Electrode pour realiser une synthese 
10 electriquement assist6e d'un polym&re port^ur du (des) 
ligand (s) sur le support conducteur ou sur les zones 
conductrices du support. 

2. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel ledit element est constitue d'un reservoir 

15 contenant le ligand couple au monomere 

electropolymerisable et comportant line partie 
conductrice . 

3 . Procede selon la revendication 2 , dans 
lequel le reservoir est muni de moyens d' introduction 
20 et d' evacuation de ligand. 

4. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel ledit 61£ment est constitu£ par une electrode en 
forme de fil ou d' aiguille, chargee ext^rieurement de 
ligand couple au monomere electropolymerisable, le 

25 contact entre 1' electrode et le support conducteur ou 
une zone conductrice du support etant assure, lors de 
1' operation de fixation, par 1 ' interm£diaire d'une 
goutte de ligand retenue par 1' electrode. 

5. Procede selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 & 4, dans lequel on fixe simultanement 

ou successivement des ligands identiques ou differents 
sur des sites conducteurs differents du support en 
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utilisant plusieurs elements distribuant respect ivement 
des ligands identiques ou diff brents. 

6. Procede selon la revendication 5, dans 
lequel au mo ins deux des elements sont reunis pour 
former une tdte d' impression. 

7. Proced6 selon l'une quelcongue des 
revendications 1 a 4, dans lequel on fixe 
successivement au mo ins deux ligands diff^rents sur des 
sites differents du support en utilisant un seul 
element et en changeant au mo ins une fois le ligand 
distribu£ par cet 616ment. 

8. Proc6d6 selon l'une quelconque de 
revendications 1 a 4, dans lequel les zones 
conductrices sont form^es par des zones de materiau 
conducteur disposees sur un support isolant . 

9. Procede selon la revendication 8, dans 
lequel les zones de materiau conducteur sont 
intercormect<§es 61ectriquement . 

10. Procede selon la revendication 8, dans 
lequel les zones de materiau conducteur sont 
adressables electriqueraent, individuellement ou par 
groupe, pour pouvoir etre activ£es separement. 

11. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 8 k 10, dans lequel le materiau 
conducteur est choisi dans le groupe constitue de 1'or, 
de 1' argent, du platine, de l'oxyde d' indium et d'etain 
(ITO), du carbone et des polymer es organiques 
conducteurs . 

12. Proced6 selon la revendication 1, dans 
lequel chaque element distribue une solution du ligand 
comprenant le ligand couple k un monomere 
£lectropolymerisable, le monomere 61ectropolymerisable 
et eventuellement un agent dopant. 
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13. Proc6d<§ selon la revendication 1 ou 12, 
dans lequel le monomere electropolymerisable est le 
pyrrole. 

14. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 13, 
dans lequel la fixation du ligand est obtenue par 
electrocopolymerisation du monomere et du ligand coup!6 
au monomere. 

15. Proc6d6 selon 1'une quelconque des 
revendi cat ions la 14, dans lequel le ligand est un 
nucleotide, un oligonucleotide, un acide amine ou un 
peptide. 

16. Dispositif de fabrication d'une matrice 
de ligands sur un support conducteur ou sur des zones 
conductrices d'un support, comprenant : 

- au mo ins un moyen de distribution (1) 
d'un ligand muni d'une partie conduc trice (3) , 

- des moyens pour connecter d'une part, le 
support conducteur (7) ou les zones conductrices (13) 
du support et, d' autre part, la partie conduc trice (3) 
du moyen de distribution 4 un gen^rateur electrique, et 

- des moyens pour disposer et/ou deplacer 
le support et/ou le(s) moyen (s) de distribution, l'un 
par rapport a 1' autre, et les mettre en contact de 
fagon k realiser plusieurs dep6ts de ligands sur le 
support en des emplacements diff^rents. 

17. Dispositif selon la revendication 16, 
dans lequel ledit moyen de distribution comprend un 
reservoir (1) contenant le ligand et au moins une 
electrode (3, 5) disposee dans ledit reservoir et 
constituant la partie conductrice dudit moyen. 

18. Dispositif selon la revendication 17, 
qui comprend plusieurs moyens de distribution de 
ligands assembles sous forme de tete d' impression. 
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19. Dispositif de fabrication d'une matrice 
de ligands sur un support conducteur ou sur des zones 
conduc trices d'un support, comprenant : 

- une electrode (15) sous forme de fil ou 
d' aiguille apte a §tre chargde exterieurement dudit 
ligand, 

- des moyens pour connecter d'une part, le 
support conducteur (7) ou les zones conductrices (13) 
du support et, d' autre part, 1' electrode (15) k un 
g^nerateur electrique, et 

- des moyens pour disposer et/ou deplacer 
le support et/ou 1' 61ectro.de (15), 1'un par rapport & 
1' autre, de fagon <k realiser plusieurs depots de 
ligands sur le support en des emplacements diff brents. 
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